Estudos dos efeitos de pH em porfirinas sulfonadas halogenadas
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1. Introducao

As porfirinas pertencem a uma classe de compostos orginicos que possuem
caracteristicas especificas, como intensa absor¢do optica na regiao UV/Vis, alta afinidade com
estruturas bioldgicas, agcdo catalitica, alta estabilidade quimica e fotoquimica [1, 2]. Estas
caracteristicas as tornam apropriadas para diversas aplicagdes tais como, o tratamento de
cancer através da Terapia Fotodindmica (PDT), em aplica¢des 6pticas como limitacao 6ptica e
chaveamento 6ptico, dentre outras [3, 4].

Este tipo de molécula estd presente em diversos processos bioldgicos apresentando
fungdes metabdlicas de sitios ativos, como a hemoglobina e mioglobina, onde devido sua
ligacdo com uma molécula de oxigénio possibilita seu transporte e liberacdo. A clorofila, que
também possui um anel porfirinico, exerce importante fung¢do na fotossintese, captando
energia luminosa e transmitindo-a a moléculas vizinhas sob a forma de energia quimica [2, 5].

Dentre as vantagens da porfirina, temos que sua estrutura molecular permite realizar
alteracoes através da insercdo de prétons ou dtomos metdlicos no centro do anel porfirinico,
bem como grupos periféricos ao seu anel central. Estas modificagdes que podem ser
realizadas alteram suas propriedades eletronicas como se¢des de choque de absor¢do, emissao
fluorescente e tempos de relaxagdo. Isto se torna importante, pois permite ajustar as
caracteristicas desejadas [3, 6, 7].

Desta forma, a caracterizagdo dos parametros fotofisicos destes compostos organicos
se torna essencial e de fundamental importancia para um maior entendimento/conhecimento

de suas caracteristicas e assim obter maior eficdcia em suas diversas aplicacdes.
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2. Objetivos

Neste trabalho, estudamos as caracteristicas fotofisicas de porfirinas sintéticas e sua
dependéncia com seu estado de protonacdo. Especificamente, foi realizada a caracterizacdo de
porfirinas sulfonadas halogenadas ao alterar seu valor de pH. Com estudos voltados para os
processos fotofisicos, foram empregadas as técnicas de absorc¢do e emissao fluorescente. Para
o devido entendimento dos processos envolvidos, foram estudados os aspectos tedricos dos
mecanismos fotofisicos, as moléculas e os principios fisicos de funcionamento dos

equipamentos, como o espectrofotometro e o espectrofluorimetro.

3. Metodologia

3.1. Materiais

Para a realizag¢do deste trabalho, estudamos quatro amostras de porfirinas sulfonadas
halogenadas, sintetizadas pelo grupo da Professora Mariette M. Pereira do Departamento de
Quimica da Universidade de Coimbra (Portugal) e nos fornecida através do acordo de
colaboracdo cientifica. As amostras foram organizadas com um e dois dtomos halégemos
(cloro e fldor) [8, 9]. Sua nomenclatura, abreviacdo e abreviacdo compacta estdo apresentadas

na tabela 1, enquanto sua estrutura molecular estd apresentada na figura 1.
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Figura 1: estruturas moleculares das amostras de porfirinas utilizadas.



Tabela 1: descri¢do das moléculas estudadas com sua abreviagdo e abreviagdo compacta (A.C.).

Descricao Abreviacao A.C.
5, 10, 15, 20 — meso-tetraquis (2-cloro-5-sulfofenil) TCPPSO,H TC
5, 10, 15, 20 — meso-tetraquis (2,6-cloro-3-sulfofenil) TDCPPSO,H TDC
5, 10, 15, 20 — meso-tetraquis (2-fldor-5-sulfofenil) TFPPSOH TF
5, 10, 15, 20 — meso-tetraquis (2,6-flior-3-sulfofenil) TDFPPSO,H TDF

3.2. Métodos

Para a anélise dos processos fotofisicos estudados, tivemos como base o modelo de niveis
de energia conhecido como diagrama de Jablonski. As transicdes eletronicas foram
monitoradas através de equipamentos como o espectrofotometro e o espectrofluorimetro e os
valores de pH foram ajustados adicionando NaOH e/ou HCI. A seguir apresentaremos um

breve resumo destes itens.

3.2.1. Diagrama de Niveis de Energia

Nomeado em homenagem ao fisico polonés Aleksander Jablonski, o diagrama de

Jablonski (fig.: 2) representa os niveis de energia de uma molécula orginica e suas transi¢oes

eletronicas [10].
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Figura 2: diagrama de niveis de energia que ilustra os estados energéticos de uma molécula e as

transi¢des entre eles [10].



Neste diagrama, S,, S,, S, e T, sdo os niveis de energia eletronica de uma molécula,

nas quais as linhas pontilhadas representam seus niveis vibracionais de cada estado. Os
estados S, representam os estados singletos enquanto os estados 7, os estados tripletos. Esta
nomenclatura estd associada com os estados de spin eletronico total da molécula, nos estados
singletos os spins estdo emparelhados (anti-paralelos) e nos estados tripletos desemparelhados

(paralelos), conforme ilustrado na figura 3.

Estado fundamental ~ Estado excitado  Estado excitado
singleto singleto tripleto

Figura 3: estados eletronicos do spin da molécula, representando os estados singletos e tripletos.

No equilibrio, a molécula se encontra no estado fundamental singleto §,. Vamos
considerar que, apds absorver um féton de energia apropriada, esta molécula sofre uma
transi¢do eletronica para o estado singleto excitadoS, (S, — S,), chegando a um dos
diversos niveis vibracionais de S,. Apds ocorrer a absor¢do, terd inicio uma série de
processos de relaxacdo. Os processos de relaxacao dentro da banda sdo vibracionais e
ocorrem até que se estabilize no nivel vibracional de menor energia deste estado. Neste
momento ocorrerd a relaxacdo entre niveis de energia do estado S, para o estado S,. O
processo niao radioativo entre bandas é denominado de conversdo interna. Uma vez no estado
S,, novamente ocorrerd relaxagdo vibracional dentro da banda até que se estabilize no nivel
vibracional de menor energia do estado S, .

A partir de entdo, a molécula tem trés caminhos possiveis: i — realiza a transi¢ao
eletronica do estado singleto excitado §; para o estado singleto fundamental (S, — §)
através da fluorescéncia, emitindo fétons; ii — transi¢do eletronica S, — §, através do
processo de conversao interna, sem emissao de fotons; iii — transi¢do eletrOnica entre o estado
singleto excitado S, e o estado tripleto excitado 7, (S, — T,). Este processo S, — T, é

chamado de cruzamento inter sistemas e ao ser realizado a molécula sofre a inversao do spin

eletronico.



No estado 7;, a molécula tende a voltar para o estado §, através do processo de
conversdo interna ou pelo processo de fosforescéncia, com emissdo de fétons. O processo de
retorno do estado tripleto 7, para o estado singleto S, acontece de forma mais lenta (maior
tempo de vida), pois os spins eletronicos se encontram antiparalelos devido sua inversao no

processo de transicdo S, — 7, (ver figura 3).

3.2.2. Espectrofotometro

As medidas de absor¢do, ou absorbancia, de uma amostra se ddo através de um
aparelho chamado espectrofotometro (fig.: 4) no qual realiza medida da intensidade de

absor¢ao da molécula em fun¢do do comprimento de onda (A).

Limpada — .
de deutério - 'lf—'—'_7r\q;.
) /_J_ | Grade de difragio 1
S

(%
}]IJ Limpada de tungsténio-halog énin

o Frnig o |L: Fenda de entrada
f 4. saida l:> .
& ] .l Gréde._de difragan 2

[ e

S
Fozigio da
referéncia

-y

Posigio da ==
amostra
[| ¢/

Tu-bo fotomultiplicadar

Obturador

Figura 4: esquema de um espectrofotdmetro de varredura de feixe duplo [11].

Sao instrumentos constituidos basicamente pelos seguintes componentes:

. Fonte de irradiacdo: sao lampadas de corrente continua, cuja poténcia nao
varie bruscamente em uma faixa considerdvel de comprimento de onda. As mais utilizadas
sdo as lampadas de filamento de tungsténio/halogénio e lampada deutério.

. Filtro ou Monocromador: tem a funcdo de dispersar a luz e selecionar uma
faixa estreita de A para passar pela amostra ou pelo detector. Seu principio de execugdo se da
através da difracdo da luz. Suas caracteristicas de desempenho se baseiam em: pureza
espectral, dispersdo, resolu¢do e poder de coleta. Na figura 5 temos a demonstracdo do
principio de funcionamento de um monocromador e como ocorre a selecdo do comprimento
de onda. O feixe de luz passa pela fenda de entrada, onde ocorre difracdo. Esta luz difratada é
conduzida, por espelhos concavos e uma rede refletora, para a fenda de saida onde ocorrerd a

selecao do comprimento de onda desejado.
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Figura 5: esquema do monocromador [12].

. Obturador: controla a passagem do feixe de radiacdo e seu acionamento se da
de forma manual e/ou eletromecanica.

. Transdutores de Radiacao: sua funcdo é converter energia radiante em sinais
elétricos. Em um transdutor ideal se encontra as seguintes caracteristicas: alta sensibilidade,
alta relacdo sinal ruido, uma resposta constante sobre um intervalo grande de A e apresenta um
rapido tempo de resposta.

° Recipientes para amostra: ¢ um porta-amostra de material transparente onde
serd colocada a cubeta contendo a amostra a ser estudada.

. Dispositivos de leitura: é o dispositivo que ird fornecer a impressao dos sinais
elétricos em uma linguagem de leitura. Por exemplo, o computador.

Contudo, para adquirir os dados de absor¢do de uma amostra a fonte emite um feixe
de luz difratado no qual passa pela selecdo de comprimento de onda de excitagcdo e, entdo, €
direcionado para as cubetas, contendo a amostra. A figura 4 mostra um instrumento de duplo
feixe que realiza a medida de referéncia e da amostra de forma simultinea. Estas medidas sdo
expostas através do dispositivo de saida do instrumento, no caso o computador, apresentando
o gréafico do espectro obtido o qual serd posteriormente analisado. Em nosso caso, utilizamos

um espectrofotdmetro Beckman série DU 940.

3.2.3. Espectrofluorimetro

O espectrofluorimetro € um instrumento que permite registrar os sinais da emissao
fluorescente da amostra em cada comprimento de onda, chamado de espectro de emissdo.

Existem dois tipos de espectros de emissdo: o de fluorescéncia, que envolve a emissdo entre

estados de mesma multiplicidade de spins (S, — S,) e o de fosforescéncia que caracteriza a

volta do estado tripleto para o fundamental (7, — S).



A figura 6 apresenta um esquema de um espectrofluorimetro. A radiacdo luminosa
emitida pela fonte é focalizada no monocromador de excitacdo, onde € dividida por um
divisor de feixes. Parte da radiacdo é conduzida para a fotomultiplicadora de referéncia, que
ird converter o sinal em medida, e outra passa pela amostra emitindo radiagcao fluorescente. A
radiacdo da amostra é direcionada ao monocromador de emissdo, na qual é detectada pela

fotomultiplicadora da amostra contendo o sinal em medidas.
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Figura 6: diagrama de um Espectrofluorimetro [10].

Os componentes tipicos de um espectrofluorimetro sdo os seguintes:

o Fonte: emite energia luminosa. Na emissdo sdo usadas fontes mais intensas do
que as usadas na absorcdo, como a lampada de arco de xendnio de alta pressdo, que possui
uma poténcia de 75 a 450 W.

. Monocromadores: os monocromadores Si0 compostos por um arranjo 6ptico,
no qual a fonte se decompde em diferentes comprimentos de onda através da uma grade de
difracdo. Existem dois monocromadores, um de excita¢do e um de emissdo. O monocromador
de excitacdo seleciona os comprimentos de ondas para excitar a amostra e o de emissao faz a
selecao do comprimento de onda da radia¢do emitida pela amostra.

o Fotomultiplicadora de referéncia e da amostra: sio os transdutores do
espectrofluorimetro, onde € convertido o sinal da radiacdo em sinais de leitura.

No estudo que aqui realizamos, utilizamos um espectrofluorimeto Fluorolog-3 da

Horiba/Jobin-Yvn Inc.



4. Resultados e Discussoes

A figura 7 apresenta os espectros de absor¢do da porfirina TDF em fun¢do do pH. Na
figura 7(a) mostramos o espectro completo, obtido de 360 a 750 nm e suas devidas alteracdes.
Geralmente, as porfirinas apresentam um intenso pico de absor¢ao préximo a 400 nm, que € a
chamada banda de Soret, ou banda B. Menores bandas sdo encontradas de 480 a 700 nm e sdo
conhecidas como bandas Q. Para melhor visualizar as alteracdes devido as modificagdes do
pH, apresentamos o mesmo espectro em duas diferentes regides limitadas as bandas B e Q,

como pode ser visto nas figuras 7(b) e 7(c), respectivamente.
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Figura 7: espectro de absorcdo da TDF de 360 a 480 nm (a esquerda) e de 470 a 720 nm (a direita).

Ao reduzir seguidamente o valor do pH, podemos observar que a banda centrada em
408 nm foi reduzida e uma nova banda em 422 nm foi formada. Nas bandas Q, em pH
elevado temos inicialmente bandas centradas em 508, 543, 575 e 628 nm. A medida que o pH
€ reduzido, essas 4 bandas ddo lugar a apenas duas bandas centradas em 570 e 617 nm. Para
melhor visualizacdo, na figura 8(a) apresentamos os espectros da TDF nos pHs 0,6 e 11,2.
Um comportamento semelhante foi previamente observado na porfirina TPPS e foi atribuido a
protonacao do anel central quando o pH era deslocado para valores dcidos [6].

Através da andlise da absorcao em 508 nm (figura 8(b)) podemos obter o seu ponto de

pK = 2,5. O ponto de pK significa que temos o equilibrio entre as espécies, ou seja, 50 %



protonada e 50% nao protonada. Da figura 8b, podemos observar que para pH maiores que 4,
a absorcao em 508 ndo muda, o que significa que atingimos uma saturacao nesse pico, ou
seja, teremos na solu¢do apenas uma Unica espécie da porfirina estudada, a forma nao
protonada da porfirina TDF. De forma andloga, para valores de pH abaixo de 1,3,
encontraremos apenas a forma protonada. Na regido de 1,3 a 4,0 encontraremos ambas as
espécies em diferentes proporc¢des, sendo que atingem uma propor¢ao de 50% de cada espécie

no valor de pK (pH = 2,5).
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Figura 8: (a) espectro de absor¢do da TDF nos pHs 0,6 e 11,2. No seu interior apresentamos suas bandas Q. (b) absor¢ao

monitorada em 508 nm em funcdo do pH.

A Figura 9 apresenta o espectro de emissdo fluorescente da TDF nos estados
protonados e ndo protonados, pHs 1,3 e 9,0. Nesta figura, podemos observar que no pH 9,0 a
TDF apresenta dois picos intensos centrados em 639 e 695 nm, um menor pico em 476 e 594
nm. Em pH 1,3, temos uma intensa banda em 633 nm com um pequeno ombro em 687 nm.

Também observamos um pico em 475 nm para ambas as amostras.
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Figura 9: espectro de emissao fluorescente da TDF nos pHs 1,3 € 9,0.

Na figura 10(a) mostramos as alteracdes ocorridas na porfirina TF através do espectro
de absorcao obtido de 350 a 750 nm, nos pHs 1,2 e 5,4. De forma andloga a TDF, acreditamos

que também ocorre a protonagdo da TF a medida que seu pH € reduzido. Ao analisar a figura



observa-se, para o pH reduzido, um intenso pico de absor¢do centrado em 428 nm na banda B
e outros trés pequenos picos em 538, 577 e 626 nm. Para o pH elevado nota-se um
deslocamento do pico da banda B para 409 nm e na banda Q passa a ter quatro pequenos
picos em 510, 547, 576 e 629 nm. Na figura 10(b) obtemos o valor de pK (3,5) a partir da

andlise da absor¢dao em 510 nm.
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Figura 10: (a) espectro de absor¢do da TF nos pHs 1,2 e 5,4. (b) absor¢do monitorada em 510 nm em fun¢éo do pH.

A figura 11 apresenta o espectro de emissado fluorescente da porfirina TF nos pHs 1,0 e
5,4. Nesta figura observamos para o pH 1,0 emissao situadas em 447 e 648 nm. Ao trabalhar a
amostra com o pH 5,4, obtemos um espectro de emissdo onde o pico de maior intensidade
obtido no pH reduzido d4 lugar a dois picos centrados em 637 e 696 nm, e também um
pequeno pico em 597 nm. Observamos aqui a formagdo de um pico de fluorescéncia em 450

nm para a amostra protonada.
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Figura 11: espectro de emissdo fluorescente da TF nos pHs 1,7 € 5,4.

A figura 12 apresenta o espectro total, entre 350 a 800 nm, de absorcdo da porfirina
TC e o estudo monitorado em 512 nm. Na figura 12(a) observa-se, para o pH 11,0, que na
banda B ha um intenso pico de absor¢cao em 411 nm e na banda Q quatro picos menores em

512, 545, 578 e 632 nm. Para a molécula TC com pH 1,4, observa-se que na banda B o



intenso pico se desloca para 426 nm e a banda Q passa a apresentar trés picos de absor¢do em
574,536 e 622 nm.
Através do monitoramento da absor¢ao foi realizado em 512 nm, obtendo o valor de

pK = 3,5 para a porfirina TC, como mostra a figura 12(b).
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Figura 12: (a) espectro de absorc¢do da TC nos pHs 1,4 e 11,0. (b) absor¢éio monitorada em 512 nm em fung¢éo do pH.

A figura 13 apresenta o espectro de emissao da porfirina TC de 460 a 800 nm, para os
pHs 1,1 e 5,0. Para o menor pH observa-se a presenca de um pico maior centrado em 638 nm,
outro em 475 nm. Para o pH maior, observamos trés picos de emissao centrados em 476, 641
e 702 nm e, também, nota-se a presenca de um pequeno ombro em 588 nm. Aqui observamos

um pico de absor¢do proximo do 480 nm para ambas as amostras.
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Figura 13: espectro de emissao fluorescente da TC nos pHs 1,3 e 9,0.

Na figura 14 apresentamos o espectro de absorcdo da porfirina TDC, entre 350 a 800
nm, para os pHs 0.6 e 5,2 e o monitoramento em 516 nm. Analisando a figura 14(a)
observamos que o espectro obtido para o pH 0,6 apresenta na banda B intenso pico de
absor¢do em 427 nm e na banda Q observa-se dois picos em 575 e 624 nm e um ombro em

536 nm. Para o pH 5,2 obtemos na banda B um intenso pico em 415 nm e um pequeno ombro



em 396 nm, a banda Q apresenta trés picos em 516, 583 e 638 nm. Na figura 14(b) mostramos

o grafico obtido no monitoramento da absor¢dao em 516 nm, encontrando pK = 2,1.
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Na figura 15 temos o espectro de emissdo da porfirina TDC para os pHs 0,8 e 8,0,

variando de 550 a 800 nm. No pH de menor valor observamos dois picos centrados em 640 e

710 nm. Para o maior valor de pH obtém-se dois picos centrados em 646 e 704 nm. Neste

caso, nao foi observado a emissdo de 450 nm, mas isto pode estar associado ao baixo sinal da

fluorescéncia observada.
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Figura 15: espectro de emissao fluorescente da TDC nos pHs 0,8 e 8,0.

Devido a proximidade do pico de emissdo encontrado na regido de 450 — 500 nm com

o pico de absorcdo da banda de Soret (400 — 420 nm) acreditamos que esta emissdo pode estar

associada a emissdo fluorescente S, — S,. Esta emissdo ndo é comum de ser observada, pois

normalmente € esperado ocorrer o processo de conversdo interna S, — S, € entdo correr a

emissdo fluorescente de S, — S, conforme discutido na sec¢do 3.2.1.

Os resultados obtidos podem ser sintetizados na tabela 2. Nesta tabela apresentamos as

bandas de absorcdo e emissdo nos diferentes estados de protonacdo e os valores de pK

obtidos.



Tabela 2: apresentagdo objetiva dos resultados encontrados.

Estado de Bandas de absorc¢ao Bandas de emissao
Amostra rotonacio Banda Bandas Banda Bandas pK
P ¢ B (nm) Q (nm) B (nm) | Q (nm)
Ndo protonada | 409 | 510, 543, 576 ¢ 632 - 397,603
TF 696 3,5
Protonada 428 538,577 e 626 447 648
N3ao protonada 408 508, 543, 575 e 628 477 594696540 ¢
TDF 2,5
Protonada 422 570 e 617 475 637
TC N3ao protonada 411 512, 545,578 e 632 476 641 e 702 15
Protonada 426 574 e 622 475 638 ’
Nao protonada 415 516, 548, 583 e 638 - 645 e 704
TDC 2,1
Protonada 427 575, 624 e 536 - 640 e 710

Com os dados apresentados na tabela 2, pode-se verificar algumas mudangas
espectroscopicas devido a alteracdes em sua estrutura eletronica. Para a banda de absorcao, o
intenso pico da banda de Soret, em torno dos 400 a 420 nm, sofreu deslocamento com a
protonacao para 420 a 430 nm. A protonacdo também mostra alteragdes na banda Q ao passar
de quatro picos de absor¢do, quando ndo protonada, para dois ou trés picos quando protonada.
E importante ressaltar que, de acordo com a literatura, eram esperados picos melhores
definidos em torno de 525 e 550 nm para as formas ndo protonadas de porfirinas [13].

Para as bandas de emissdo verificamos que, de 500 a 800 nm, seu espectro contém trés
picos quando nao protonada e ao protonar, estes dois picos ddo lugar a um tnico pico com
maior intensidade de emissdo. Ja proximo na regido de 450 a 480 nm observamos um pico

que acreditamos ser uma emissdo de S,, e que teremos de realizar estudos mais

aprofundados.

Nos pontos de pK obtidos observamos que a amostra com dois Flior (TDF) ou dois
Cloro (TDC) tendem a um menor valor. Isto significa que estas amostras possuem uma maior
dificuldade de protonar que as amostras contendo apenas um flior ou um cloro. Com a TF e a
TC o trabalho de protonagdo se desenvolve de forma mais simples e com o uso de menor

quantidade do 4cido para protonar.



5. Conclusoes

Neste trabalho foram investigados os efeitos de pH em porfirinas sulfonadas
halogenadas. Observamos considerdveis modificacdes em suas propriedades fotofisicas que
estdo atribuidas a diferentes estados de protonacdo. A presenca de dtomos haldégenos na
estrutura da porfirina dificulta sua protonagdo, sendo seus valores de pK encontrados em
ambientes dcidos (3,5) e a presenca de um segundo dtomo halégeno dificulta ainda mais,
sendo seu pK deslocado para préximo de 2,5. As modifica¢des nas propriedades fotofisicas
podem ser importantes para diversas aplicacdes como em fotdnica, devido a alteragdes nas
secoes de choque de absorcdo, e na PDT, devido a mudancgas na formacgao do estado tripleto.
Na préxima etapa, pretendemos estudar com maior ateng¢ao a possivel emissdo de S, o tempo
de vida dos estados S, as se¢des de choque dos estados excitados e a formacdo do estado

tripleto.
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